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RESUMO - Aulas praticas desenvolvidas em Bioquimica e em outras disciplinas ministradas na Universidade
sdo uma importante ferramenta que proporciona aos alunos uma maior compreensao sobre os assuntos tedricos
facilitando o seu aprendizado. O roteiro aqui apresentado relaciona o desenvolvimento e validag@o de titulagdes
que possam ser utilizadas em aulas praticas, uma delas centrada no processo de fermentagdo alcoolica, dentro do
tema metabolismo de carboidratos e a outra relacionando a interferéncia do pH na desmineraliza¢ao do célcio de
cascas de ovo. O objetivo principal do trabalho foi avaliar o0 método de titulagdo com solugdo nitrocrémica de
dicromato de potassio que evidencia a producdo de etanol mediante fermentacdo alcoolica de leveduras
Saccharomyces cerevisiae, bem como validar o método de titulagdo com 4acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) utilizado para quantificar o teor de célcio liberado no meio reacional de amostras de cascas de ovo
tratadas em diferentes pHs, contemplando os materias e equipamentos disponiveis em laboratdrio. A validagdo
dos métodos evidenciou sua sensibilidade, garantindo assim resultados confidveis no desenvolvimento dos
mesmos em sala de aula.

PALAVRAS-CHAVE - Bioquimica, Aula pratica, Titulacdo.

Introducgao

Aulas praticas desenvolvidas com o intuito de facilitar a compreensdo e desenvolver
um raciocinio critico e cientifico dos alunos sdo de suma importancia tanto na disciplina de
Bioquimica como em outras disciplinas. Desta forma, assuntos tedricos complexos podem ser
reproduzidos de maneira didatica que facilitam o aprendizado e ampliam a visdo do aluno
sobre os temas anteriormente estudados em sala de aula..

Assuntos como catabolismo de carboidratos, importante via bioquimica celular de
producdo de energia, onde hexoses (agucares com 6 dtomos de carbono) sdo convertidas por

meio da glicolise (via central do catabolismo de carboidratos) em 10 reagdes sequenciais a
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duas moléculas de piruvato. O piruvato por sua vez, pode seguir trés rotas bioquimicas
distintas, dependendo da disponibilidade de oxigénio: em aerobiose segue a rota da
respiragdo celular; j4 em condicdes de anaerobiose pode seguir a fermentagdo latica
(mamiferos) ou alcodlica (leveduras). Na fermentagdo alcodlica o piruvato sofre a agdo das
enzimas piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase sendo reduzido a duas moléculas de
dioxido de carbono e alcool etilico, que pode entdo ser quantificado para comprovagdo das
reacdes existentes.

Por sua vez, a interferéncia do pH ¢ um assunto discutido em diversas reagdes
bioquimicas. Solugdes de pH acido sdo capazes de promover a desmineraliza¢do do calcio em
cascas de ovo, podendo esse conceito ser aplicado também a remocao de minerais do esmalte
dentério, podendo induzir a formagao de céries.

Em praticas desenvolvidas no laboratério, os processos de titulagdo fazem parte de
métodos classicos utilizados hd muito tempo para identificar a concentracdo de uma
substancia desconhecida. Por meio dela podemos identificar a presenca de substancias
provenientes de reagdes bioquimicas ocorridas no meio reacional e quantifica-las,
relacionando os resultados com diversos conceitos como catdlise e inibigdo enzimatica,
mecanismos de oOxido-reducdo e transferéncia de energia. Portanto, torna-se necessario o
desenvolvimento e validagdao de métodos que possam ser desenvolvidos em aula, relacionados

a assuntos teoricos, contemplando os materias disponiveis em laboratorio.

Objetivos

O presente trabalho foi realizado no intuito de se desenvolver e validar titulagdes que
possam ser utilizadas em aulas praticas, uma delas centrada no processo de fermentagdo
alcodlica, dentro do tema metabolismo de carboidratos e a outra relacionando a interferéncia
do pH na desmineralizagdo do célcio de cascas de ovo. Desta forma as titulagdes propostas
permitem quantificar o teor de alcool etilico produzido durando o processo fermentativo da
levedura Saccharomyces cerevisiae, bem como quantificar o teor de célcio liberado no meio
reacional de amostras de cascas de ovo tratadas em diferentes pHs. Desse modo, espera-se
que ao desenvolverem os experimentos os alunos sejam capazes de relacionar o tema

discutido em aula tedrica com os processos observados no laboratério.

Referencial tedérico-metodologico
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TITULACAO PARA DETERMINACAO DO TEOR DE ALCOOL ETILICO

A determinagdo do teor de dlcool etilico produzido durante a fermentacao alcoolica foi
realizada por meio de titulagdo com solugdo nitrocromica, segundo Mossini et al. (2011).
Amostras de 0,5 mL da solucdo fermentada foram tratadas com 1,0 mL de solucdo
nitrocromica de dicromato de potassio (0,01 mol.L™! em 4cido sulfirico concentrado) durante
5 minutos a temperatura ambiente. Nesta etapa ocorre a reagdo de oxidagdo do etanol presente
na solucdo fermentada pelo dicromato de potéssio, em meio fortemente acido, resultando em
acido acético (figura 1). O processo pode ser acompanhado pelo surgimento da coloragdo

verde no sistema.

Figura 1: Reacdes quimicas observadas na oxidacdo do etanol (CH3;CH,OH) pelo

dicromato de potassio (K:Cr20~) resultando em formacao de acido acético (CH;COH)

K>Cr207 + 4 H2SO4 + 3 CH3CH20H — Cr2(S0O4); + 7 H2O + 3 CH3COH + K»SOq4

O excesso de dicromato de potassio ndo utilizado na oxida¢do do etanol ¢ entdo
utilizado para oxidar uma solu¢do de iodeto de potassio (KI) a iodo (I2). Para tanto,
adicionaram-se 12,5 mL de 4gua, juntamente com 5 mL de iodeto de potassio (20g%). O iodo
liberado na reacgdo é entdo titulado com uma solucdo de tiossulfato de sodio (0,03 mol.L™),
que age como agente redutor removendo o iodo da reacdo. Para observar a reagdo faz-se
necessario o uso de goma de amido (1%) como indicador, que em presenca de iodo forma um
complexo de coloracdo azul intensa. Na auséncia de iodo a amostra tornasse incolor,
indicando o final da titulacdo. A concentracdo de etanol é entdo calculada com base na

equivaléncia: 0,115 mg de etanol corresponde a 1,0 mL de tiossulfato de sédio 0,01 mol. L.

VALIDACAO DO METODO

Com o intuito de conhecer a sensibilidade do método acima descrito e garantir assim
resultados confiaveis no desenvolvimento do mesmo em sala de aula, foram realizados
experimentos de validagdo. Solugdes hidroalcoolicas de 10%, 50% e 99% foram preparadas e
submetidas a andlise em viscosimetro, para verificar a densidade de cada soluc¢do, utilizando
esse valor para realizar os calculos e conhecer o teor exato de alcool contido em cada amostra.
Posteriormente, as amostras de concentragdo conhecida foram analisadas através da titulagdo
acima proposta. Com os valores dos volumes gastos foram feitos os calculos necessarios para

comparagao dos resultados.
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TITULACAO PARA DETERMINACAO DO TEOR DE CALCIO

Para quantificar o teor de célcio liberado de cascas de ovo, tratadas em solugdes com
diferentes pHs, e assim determinar onde a desmineralizagdo do calcio foi mais intensa, foi
realizada titulacdo com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) composto organico que age
como quelante, formando complexos estaveis com varios fons metalicos. Amostras de cascas
de ovo, tratadas individualmente durante 7 dias, em pH neutro e em pH dacido foram
submetidas a analise, adicionando-se em um frasco 10,0 mL da amostra de solugdo de casca
de ovo, 10,0 mL de dgua destilada e gotas de NaOH (3%) até que a solucdo estivesse com pH
12,0, com auxilio das tiras indicadoras de pH. Foram utilizadas 3 gotas do indicador Calcon
(1%), que se complexa fracamente ao calcio presente no meio reacional, deixando a solugdo
com coloragio inicial rosa. Realizou-se a titulagdo com solu¢io de EDTA (0,01 mol.L™?), até a
viragem do indicador para a cor azul, indicando que o célcio se desligou completamente do
indicador, que isolado muda de cor, e se complexou de maneira estdvel ao EDTA. Com o

volume gasto de EDTA realizaram-se os calculos.

VALIDAGCAO DO METODO

Para evidenciar a sensibilidade do método de titulagdo proposto, e assim obter
resultados exatos, foi preparado uma solug¢io padrio de CaCOs (0,01 mol.L?), com a qual
foram feitas as titulagdes. Em baldo volumétrico de 100 mL foi pesado 1,0 g de CaCOs e
adicionada solucdo de HCI 1:1, até completa dissolu¢do do precipitado, tornando o célcio
soliivel. Completou-se o volume do baldo obtendo uma solu¢do de concentragio 0,01 mol. L.
Essa solugio foi diluida para preparacio de solugdes de concentragio 0,0001 mol.L™!, 0,0002
mol.L, 0,0004 mol.L!, 0,0006 mol.L", 0,0008 mol.L", 0,001 moL.L", que foram submetidas
a analise acima citada da titulagdo com EDTA, em triplicata. Com a média do volume gasto
em cada titulacdo, foi possivel realizar os calculos e comparar com os valores obtidos com as

concentragdes conhecidas das solugdes.

Resultados

Através da validagdo do método de titulagdo com solugdo nitrocromica de dicromato
de potéssio, utilizada para determinar o teor de alcool de diferentes amostras, foi possivel
obter os valores necessarios para o desenvolvimento dos célculos, podendo assim comparar os
resultados (tabela 1). Com base nos resultados obtidos, foi possivel observar que o método

apresentou-se viavel para amostras com teor alcodlico abaixo de 10%, visto que acima disso o
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método ndo ¢ sensivel e ndo reproduz resultados confiaveis. Portanto, a partir dos
experimentos de validagdo realizados, assegura-se que esse método de titulagdo pode ser
aplicado na quantificacdo do teor de alcool formado na fermentagdo alcodlica, j4 que o

mesmo ¢ de aproximadamente 4%.

Tabela 1 - Massa de alcool obtida através da densidade em comparacio com a massa de

alcool obtida por meio da titulagcio

Teor de alcool

Massa de alcool obtida por
meio da densidade

Massa de alcool obtida por
meio da titulagido

10% 0,5072 mg/5mL 0,50 mg/5mL
50% 0,5369 mg/5mL 5,75 mg/5mL
99% 0,6166 mg/5SmL 5,88 mg/5SmL

Com os testes realizados com cascas de ovo em diferentes pHs observamos que a
concentracio de célcio presente na solugdo 4acida foi de 0,006015 g de Ca?'/100 mL, e a
solugdo neutra apresentou 0,003208 g de Ca®" /100 mL, sugerindo que o pH 4cido contribui
para a desmineraliza¢do do célcio no meio reacional.

Mediante os testes de validagdo aplicados na titulagdo com EDTA foram obtidos
dados que serviram de base para realizacdo dos calculos. De acordo com resultados obtidos,
esse método mostrou-se sensivel, ja que a titulacdo reproduziu valores proximos a
concentragdo conhecida de cada amostra (tabela 2). Desse modo, concluimos que essa
metodologia pode ser aplicada com a finalidade de quantificar o teor de célcio

desmineralizado das cascas de ovo tratadas em diferentes pH.

Tabela 2 - Concentracao de calcio das solucoes diluidas de CaCOs e concentracao de

calcio obtida por meio da titulacio com EDTA

Concentracio da solu¢do | Concentragao de Calcio na Concentracio de Calcio
de CaCOj diluida soluciio de CaCOs diluida | obtida por meio da titulagcio
0,0001 mol 0,004 g de Ca 0,0044 g de Ca
0,0002 mol 0,008 g de Ca 0,008 g de Ca
0,0004 mol 0,016 g de Ca 0,0164 g de Ca
0,0006 mol 0,024 g de Ca 0,0244 g de Ca
0,0008 mol 0,032 g de Ca 0,032 g de Ca
0,001 mol 0,04 g de Ca 0,0408 g de Ca
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Essa pratica pode ser realizada com outros materiais como dentes ou conchas,
podendo assim ser aplicada de forma mais especifica a area dos diferentes cursos que

apresentam a disciplina de Bioquimica.

Consideracoes Finais

Foram realizados experimentos de validagdo de titulagdes e avaliacdo da sensibilidade
desses métodos, garantindo que as praticas reproduzam resultados satisfatorios. Essas praticas
ao serem inseridas no programa da disciplina de Bioquimica da UEPG, permitirdo aos alunos
evidenciarem a formagdo e quantificacdo de alcool etilico e calcio em diferentes processos,
correlacionando esses eventos aos mecanismos de catabolismo de carboidratos, agdo

enzimatica e biotecnologia.

Apoio: Programa BEC — Programa de Apoio a A¢des Afirmativas para Inclusdo Social em
Atividades de Extensao - Fundagdo Araucdria.
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